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H B Vくhepatitis Bvir usl感染の 試験管内解析 は， 現在未だ 不可能な の で ， HBv 持続感染 ヒ ト由来
継代培養細胞 こP L CノP R Fノ5 を用 い て その 一 端の追求 を試み た． その 方法 と して， 本細胞 の軟寒天内 コ ロ
ニ ー 形成法に よる ク ロ ー ニ ン グで 得た 各ク ロ ー ン細胞株の H BsAgくhepatitis B s u rfa c e a ntigenlと A FP
くa －fetopr oteinl 産生能を見， 同時に ヌ ー ド マ ウ ス 腫瘍原性 を比較 した． つ い で ヱれ ら の性状 に及ぼす 他ウ
イ ル ス 重感染効果と薬剤処理効果も検討 した ． 得 られ た計 11 クロ ー ン細胞株 の H BsAg と A F P産生能の
間には H BsAg 高屋生ク ロ ー ン細胞株 は A F P産生も高い と い う 相関が見出さ れ た． H BsAg 高及 び低産生
ク ロ ー ン 細胞株の両者 をヌ ー ド マ ウス に 移植す る と， 高座生ク ロ ー ン細胞株の方が よ り高い 造腫瘍性 を示
した ． これ ら ， 高及 び低産生の 両 ク ロ ー ン 細胞株 に H SV．2くberpe s sim ple x viru sty pe 2Jの細胞溶解性
重感染をさ せ ると ， H BsAg お よ び A F Pの何れ も産生抑制が認め ら れ た． 同様 の H C M Vくhu m a n cyto m e．
galo viru Sl量感染と D X Mくde x a m etha s o n el処理 で は， 両者の 産生増加傾向を示 し， H VJw くhe m ag glu ．
tin ating vir u sofJapa n， wi 1dstrainJ 重 感染で は A F P の み の産生 低下 を み た． しか しな が ら， H VJts
くte mper atu r e s e n sitiv e m uta ntl に よ る持続量感染化細胞 で は ， 両者の 変化は なか っ た ． こ れ ら よ り， 重
感染す る DN A型及び R N A型ウイ ル ス 種類の差及び細胞溶解性 か持続性 か の感染形態 に よ っ て も H B V
ゲ ノム 表現 と し て H BsAg お よ び肝細胞 ゲ ノ ム 表 現と して の A F P産生 へ の 異 な る 影響 が明 らか に さ れ
た．
Eey w ords hu m a nhepato m a cell lin e， Clo n e， hepatitis B su rfa c e a ntige n
くH BsAgJ， a －fetoproteinくA F PI， Vir u s s uper－infe ction ．
肝炎を惹起 させ 得る ウイ ル ス に は， 黄 熟 エ ン テ ロ ，
ヘ ル ペ ス ， 風疹な ど肝以外の 組織に も ウイ ル ス 感染を
起 こ させ 得るい ものと， 肝自身を主要侵襲組織と す る A
型肝炎ウイ ル ス くhepatitis A V ir u s， H A Vl， B 型肝
炎 ウイ ル ス Chepatitis B Vir u s， H B Vl， およ び非 A
非 B肝炎 ウイ ル ス 亡n on －A n o n－B hepatitis V iru s，
NA N B H Vlが知 られ てい る
．
こ れ ら のう ち ， H A V を
除く H B V及び N A N B H V感染 は ，肝癌 を惹き起 こ す
確率が高い と され て い る ． 特に H B V感染 は， 急性肝
炎， 慢性肝炎， 肝硬変そ して 肝癌 ， 特 に肝細胞癌 へ と
移行 し易い 2I． また ， H B V の抗原が血 清中に 見い だ さ
れ る無症候性 キ ャ リヤ ー の存在 も周知の 通 り で ある．
こ の 無症候性 キ ャ リヤ ー の数は ， 日本で は， 人 口 の約
2 ％以上 と推定 され て お り潮 ， 無症候性 キ ャ リ ヤ ー に
よ る H B Vの 家族内感乳 母子 垂 直感染が問題 と な っ
て い る ．
H BV の感染実験 は， わ官 め 0 で はチ ン パ ン ジ ー な ど
の高等霊 長類の 一 部で しか で き ず， in vitr oの 細胞培
養 で の E B Vの 感染実験は不可能 と さ れ て き た4I． し
か し， 1976年， 南 ア フ リ カの A le x a nde rら に よ り，
H Bs抗原 くhepatitis B su rfa c e a ntige n， H BsAgl，
a － フ ェ ト プ ロ テイ ン くa ．fetoprotein ， A F Pl 陽性肝細
A bbr eviation s 二A F P
，
a －fetoprotein， a r aA， adenin e－ arabin oside， C P E， CytOpathic effe ct，
D X M
，
dex a methas o n e， E D T A， ethylen ediaminetetra a cetate， FI T C， flu ore sc ein is othioc－
ya n ate， HA D， he m ads orptio n， H A V， hepatitis A vir us， H BsAg， hepatitis B su rfa ce
ヒ ト肝癌細胞 へ の ウ イ ル ス 重複感染
胸痛患者解剖材料 か ら， H BsAg産生 肝癌細胞株5 糊 が
樹立さ れ た． それ が， P L CIP R F15細胞くP L Clで ， H B V
感染の 実態検索を 玩 乙直川 で あ る程度可能 にした． そ
の後， 引き 続き H BsAg 産 生 を示 す と 卜肝癌細胞培養
株が い く つ か 樹立 化 さ れ， 現 在bu甘一1， －4，7I， Hep3B8，，
Mahla v u
9I
， H C C－M 川 な どが あ り， こ れ らの 細胞株 を
用い た実験 に よ り， E BsAg 産生 に つ い て い く つ かの
知見が 得られ て い る ．
一 方 ， A F P は， 本来胎児期に 肝， 卵黄糞細胞 か ら主
として 産生 され， 消化器 か らも わ ずか に 産生1 1Iさ れ て
いる蛋白 で ， 生後 間も な く消失す るが 内胚葉性組織の
癌化に 伴 い 再び塵 生さ れ て来る こ とが 多い ． 特 に 原発
性肝細胞癌1 21， 卵黄糞癌 用 で 上昇が 著 しく， 胃癌 川 で も
AF Pの 塵生 を認め る も の が 報告さ れ て い る が あ ま り
多くは ない ． その こ と よ り， A F P産生の 上 昇 は， 非特
異的なが ら， 肝細胞癌， 卵黄褒癌の 腰 瘍 マ ー カ ー と な
り得ると さ れ て い る ．
Ale x a nde rら1 51の 報告 に よ る と， P L C細胞 は A F P
産生を して い ない とさ れ て い たが ， 近年 その 産生 の 報
告1 6
－ 川 がみ られ るよ う に な っ た ． さ ら に ， P L C細胞の
ク ロ ー ニ ン グ化細胞株に お い て は， H BsAg 産生 量 と
形態が各々 に 若干 異 な り1 9劇 薬剤感受 性 に お い て も
差9憧 示 す こ とが 見 い だ さ れ て い る ．
そ こ で今回 ， H B V持続感染細胞 PL CノP R Fノ5細胞
の ク ロ ー ニ ン グ を 行 な い ， 得 ら れ た 細胞 の 性状 を
H BsAg と A F P産生能 よ り比較 した． これ らの う ち，
特に H BsAg 高産生 ク ロ ー ン と低塵 生 ク ロ ー ン に つ い
て ヌ ー ド マ ウ ス へ の 腰 瘍原性 を比 較検討 した ． さ ら に ，
DN A 型 ウ イル ス ニ 単 純 ヘ ル ペ ス 2 型 ウイ ル ス
くherpe s sim ple xvir u stvpe2， H S V－21， ヒ ト サイ ト
メガ ロ ウイ ル ス くhu m a n cyto m egaloviru s， H C MVJ
と R NA 型の H VJ くSe ndai viru sJ 各 ウイ ル ス の 細胞
溶解性感粗 さら に H VJの 持続感染く何 れ も ウイ ル ス
重複感染 に 該当1 に よ る影響 を H BsAg お よ び A F P
各産生能の 指標 か ら検討 した ．
材 料 と 方 法
1． 使用細胞と 培養条件
ク ロ ー ン 化 と ウ イ ル ス 重 複 感染 に 用 い た細 胞 は
P L C細胞で ， 10 ％仔牛血清加 Eagle の M E Mくmini－
m u m e ssential m ediu ml で培養さ れ た． H VJ感染価
の 測定に 用 い た L LC－ M K2くrhes u s m o nkeykidney 由
来卜細胞は， 5％仔牛血清加 の M EM で 培養さ れ た．
621
PL C細胞と L L C－ M K2細胞 の 継代， およ びウイ ル ス 細
胞溶解性感染実験 は 370C で行 な っ た ． H VJ持続感染
細胞 は 340Cで 継代 し， 細胞 の 継 代 は， 0．02％E D T A
くethyle n edia min etetr a a c etatelと 0．25％ト リプ シ ン
mifc o， U． S． A．1 を用 い て 行 っ た ．
2 ． ウイ ル ス
D NA 型 ウイル ス の H S V．2こ 196株 は F L細胞 くヒ
ト羊膜由勅 で 増殖 させ ， 全細胞が細胞変性効果くcyto－
pathic effe ct， C P El を示 した 時， 培養液を遠心 して
そ の 上 清を ウイ ル ス 原液と して － 80
0
Cに 保存 した ． H
C M Vこ To w n e株は ヒ ト胎児肺由来初代繊維芽細胞
で 増殖 させ ， 凍結融解後， 遠心上 浦を － 80
0
Cに 保存 し
た． R N A型 ウイ ル ス と して H VJ こ 名古屋 1 － 60株
を用 い た． 豆VJ 野性株 くH VJwi ldstr ain， HVJwl
は発育鶏卵を用 い ， 370Cで増殖さ せ， 持続感染細胞樹
立化に 用 い た H VJ は， 温度感受 性変異株 G2H くts12り




3 ． P工二C細胞の ク ロ ー ニ ン グ
ク ロ ー ニ ン グは軟寒天 内コ ロ ニ ー 形式法 細 に 準 じて
行 な っ た ． 60m m の シ ャ ー レ に 0 ．5％寒天 くDifc o， U．
S． A
．1を含む増殖培地4 ml を加 え， 囲化後， 支持層と
し， そ の 上 に 0．4％寒天 を含 む 培地 3ml に 2ノ 1 －ノ 10x





C， 5％炭酸ガ ス 恒温器で培養 した． 形成さ れ た コ
ロ ニ ー を パ ス ツ ー ル ピペ ッ ト に よ り採取 して 35m m
シ ャ ー レ に 移し， 10％牛胎児血清加 Eagle の M E M で
培養を続 けた． シ ャ ー レ の 40へ 50％ま で細胞が増殖 し
た 時 に ， 0．02％E D T Aと 0．25％ トリ プ シ ン処理 に よ
り ， 細胞 をはが し， 通常の 継代培養 を行な っ た
．
得られ た各 ク ロ ー ン 細胞株 に お ける H王ヨsAg お よ び
A F Pの 産 生を比較す る ため に 培養 ビ ン く1 オ ン ス1 に
5XlO5偶の 細胞 く1xl O5ノmり の細胞濃度1 を まき ， 3
日目に 培養液 を交換 した． その 時の 上 清と 6白目の上
浦 を－20OCに 保存 し， 後 日 H BsAg お よ び A F P量 を
測定 した． 細胞増殖能の 比 較は培養6 日日後細胞数算
定 に よ り行な っ た ．
4 ． ク ロ ー ン 細胞株 の ヌ ー ド マ ウ ス で の 造腰癌性
ヌ ー ド マ ウ ス は B A L BIC， n uJn uを用 い た ． 各 ク
ロ ー ン 細胞株 の 造腰 壕性 を比 較検討する目的で 1匹 あ
た り 5 xlO6個の 細胞 を皮下 に 接種 して 9週間観察 し
た
． 腫 瘍 を形成 した マ ウ ス 4 匹か ら は 6週目に 採血 し，
血 清を 分離 して H BsAg およ び A F P量 を測定す る ま
antige n， H B V， hepatitis B viru s， H C M V， hum a n cyto m egalo viru s， H 8tE， he m atoxylin －
e o sin
， H S V－2， herpes sim plex vir usty pe 2， H VJ， he m agglutinating vir us ofJapanくSe nd ai




Cに保存 した． ．対照 と して同 じ適齢の
マ ウ ス の
血清も ー 20
0
Cに 同時に 保存 した． また 血 清を採取 した
マ ウ ス の 腰 瘍 はホ ル マ リ ン 固定 して ， ヘ マ ト キ シ リ
ン ． エ オ ジ ン 染色くhe m ato xylin－ e O Sin staining， H 8z
El， ま た は アル デ ヒ ド ． フ ク シ ン 染色
231くaldehyde－
fu chsin stainingl で 病理 標本を作成 した ．
5 ． ウイ ル ス 重感染
い 細胞溶解性感染
末ク ロ ー ニ ン グ の P L C細胞， ま た は ク ロ ー ン 細胞
株 を 1 オン ス ボ トル に 8 ノ ー 10XlO5個 く1．6へ ノ2．OX lO
5
c elslml ま き， 24時間後 に H S V－2 ま た は H VJw を
m ultiplicity of infe ctio nくm ． 0 ．i．lこ 1．0 す なわ ち 1■O
plagu e．fo rming u nit くp，f． u．I細 胞 で 感染 さ せ た ．
HCM V はm ． 0 ．iニ 10 で感染させ た ． 何 れ も 1時間吸
着後， Ha nk
，
s 液また は M E M で細胞を洗源 し， 培養液
を加え培養し た． H C M V感染実験 に は， 10
－ 6M の デ キ
サ メ サ ゾン くde x a m etha so n e， D X Ml を含 む培養液 を
加 えた． こ れ ら各 ウイ ル ス 重感染後， 継時的 に 培養上
浦 を採取 し， － 20
0
Cに 保存 した ．
21 H VJ 持続感染珊胞の 樹立 化
ク ロ ー ン 細 胞 株 に H VJts を m ． 0 ．i ニ 0．1 ま た は
1．0 で 重感染さ せ， 37
0
C で 1時間吸着後， Ha nk
，
s 液で
洗淋 して ， 培養液 を加 え 34
0
C で培養 した ． 感染後， 2
旬 3 日目 よ り CP E が出現 し， 大部分の 細胞 は脱落 し
た． しか し， 約 1 ケ月間， 週 1 回培養液を交換 しなが
ら培養 を続け ， その 残存 した細胞 の継代に よ り， 増殖
可能 な細胞 を得た． こ の細胞 の H VJ 持続感染樹立化
の確認 は， モ ル モ ッ ト赤血球吸着現象 くhe m adso rp－
tio n， H A Dl と蛍光抗体染色法 くim m u n oflu o r es c ent
lantibody stain ing， IF Al 陽性 お よ び L L C－ M K2細
胞 を用 い て の H VJ ブ ラ ッ ク 法制 珊 で 確認 し得 る 培養
液中 へ の感染性 EVJ出現に 依 っ た ．
持続感染樹立の確認後， H BsAg お よ び A F P産生量
に 変化が あ るか どう か をみ るた め に ， 1 オン ス 培養 ビ
ン に 5 XlO5個く1．OXlO5c ellslmlぅの 細胞 を まき ， 継時
的に 上 帯 を採取 し － 20
0
Cに保存 す ると共 に ， 増殖 した
細胞数を算定した．
6 ． H BsAg， A F Pの 測定
い H BsAg の 測定
H BsAg産生量は， ラ ジ オイ ム ノ ア ッ セ イくr adioim －
m unoass ay， RIAI と 逆受身赤血球凝集法 くrevers e
pa s siv ehe m ag glutin ation， R P H Al を用 い て測定 し
た ． RI Aに は AUS RIAくダイ ナポ ッ ト社， 東京うキ ッ
江
卜を， R P 王1 Aに は市販く富士臓器 ， 東京1 キ ッ トを使
用 し た．
21 A F Pの 測定
A F P産生量 は， R工A法 で 同じ く市販く栄研化学札
東京ユ キ ッ ト を使用 し て 測定 した．
7 ． 螢光抗体染色法 く工F Al
ll H BsAg の 検索
H BsAg の検 索 は螢光抗体間接法で 行な っ た ． 一 次
抗体 は抗 H BsAg モ ル モ ッ ト血 清くミ ド リ十最 大阻
を用 い ， 二 次抗体 に は ， 螢光色素くflu ore s c einisothioc－
ya n ate， FI T Clで ラ ベ ル さ れ た抗 モ ル モ ッ トIgG ヤギ
血 清を使用 した ．
H BsAg の 検 索 は ， カ バ ー ス リ ッ プ 上 で 培養 した
P L C細胞 をア セ ト ン で 10分間固定後， 一 次抗体を
37
0
C 30分 反 応 さ せ た． つ い で P． B． S． くpho sphate
buffe r ed salin el で 3 回 洗油後， さ ら に 二 次 抗体 を
37
0
C 30分で 反応さ せ ， 洗源後オ リ ン パ ス 蛍光顕 微鏡で
観察 し た．
2う HVJ 抗原の 染色
H VJ 特異抗原 は H VJw で 免疫 し た家兎か ら得た抗
血清に F工T C を ラベ ル 2りし， 螢光抗体直接法に て観察
した
．
3う A F Pの 染色
抗 A F P 血清 は市販く協和発酵， 東京Iを用 い て， 螢
光抗体直接法 で A F Pの 染色 を行な っ た ．
成 績
工 ． P L C細胞 の ク ロ ー ニ ン グ
ク ロ ー ニ ン グ前の P LC細胞 を抗 H BsAg血 清と抗
A F P血 清を用 い て IF A法 で 染色 す るとく図1 a ， bl，
細胞 質に 螢光陽性物質が見出され た ． 一 方， H BsAgお
よ び AF Pの 産 生 は， P L C細胞培養上浦中に 何れ も
RI A法で 検出され ， 持続感染化 H B V ゲノ ム の 表現と
肝由来細胞の確認が で きた ．
1 ． ク ロ ー ン 細胞株 の 形態
軟寒天内コ ロ ニ ー 形成法 に よ り ， P LC細胞の ク ロ
ー
ニ ン グで ， 最終的 に 11個 の ク ロ ー ン細胞株を分離し得
た． これ ら， 11 クロ
ー ン細胞件の 形態学的差は ほとん
ど認 め られ ず， ほ ぼ均 一 な細胞か ら な る もの と， 不ぞ
ろい の 細胞 か ら な るも の と に 区別で き たが ， そ れ程明
確な差と はい えな か っ た ．
2 ． ク ロ ー ン細胞株の 増殖性
11ク ロ ー ン 細胞株 に お け る細胞増殖， H BsAg お よ
im m u n oflu or esc ent a ntibody， I F N， interfe r on ， M E M， minim u m ess e ntial m edium ，
N A NB H V， n O n－ A n o n－ B hepatitis viru s， P L C， P L CIP R F15， RIA， r adioim mu no a ss ay，
R P H A， r e V e r S epa SSiv ehem agglutin atio n．
ヒtl 肝癌細胞 へ の ウイ ル ス 重複感染
Fig． 1－ M o rpholog y of u n clo n ed P L Cc e11s． aン
Stainingby a nti－H BsAg－I F A
ホ くX500l， bJStain ．




a nti－ H BsAg－IF A， a nti－hepatitis B vir u s sufa c e
antige n－im m u n oflu o r e s c e nt a ntibody 三
川
a nti－
A F P， a nti－ a －fetoprotein －im m u n oflu o r e sc e nt a nti－
body．
び A F Pの 産 生 に 違 い が あ る か をみ る た め に ， それ ぞ
れの ク ロ ー ン細胞株 を実験方法 で述 べ た ごと く， 370C
で培養 した． 細胞増殖 は 6 日後 の 細胞数で ， H BsAg お
よ び A F P産生量 は 3 日臥 6 日 目の 培養上 清 で そ れ
ぞれ測定し た く表 い ．
細胞増殖 をみ る と， 細胞 増殖 が も と の u n clo n ed親
細胞く6 日 乱 1．35X lO6イ剛 に 比 べ 良好の ク ロ ー ン細
胞株は H 4， H5 およ び M 6で あ っ た
． 高値 を示 したク
ロ ー ン細胞株くH4うに比 べ て， 細胞増殖能 の 低い ク ロ ー
ン細胞株几81で は， 両者の 間に 1．65倍 の 羞が あ っ た ．
その 他 の ク ロ ー ン 細胞 株 の 培養 6 日目 の 細胞数 は
1．2ヘ ノ1 ．4X lO6偶の 範 囲で あ っ た ．
3 ． ク ロ ー ン細胞株 の H BsAg産 生 能
各ク ロ ー ン細胞株3 日培養上浦中の H BsAg産生 能
は， H3， H4 およ び H 9 クロ ー ン細胞株 で 親株に 比 し，
有意と 思わ れ る高値が見 出さ れ た． 逆に 低産生細胞株
はL7， L8お よ び LlO で あ っ た ． これ ら， 3 日目に 高値
を示 した ク ロ ー ン 細胞株 は， 6 日目も 高く， 同様 に 低
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産生ク ロ ー ン細胞株の 6 日日も低値で あ っ た ．
そ こ で増殖後の 細胞数の 差 に よる H BsAg塵 生量 に
遠い があ る か も しれ な い の で， 最も細胞数が少ない L 8
を基準と し て仮の比 を算定し た
．
L8 の細胞数く6 日日1
を A く1 ．06XlO61， 他の ク ロ ー ン細胞株の 細胞数く6 日
目1 を B と し， BノA で細胞数比 を算出 した． 次 い で ，
L 8く6 日 削 の H BsAg量 ニ 9 くc． p． m xlO
－
31 を C と
し， 他の ク ロ ー ン細胞株の HBsAg 量く6 日目lを D と
す ると， DIC は H BsAg 産生量 の 比 と なる． そ こ でくDI
C＋ BIAlを求め る と， 細胞数比 も考慮 に入 れ た L8の
H BsAg 産生能 を1．00と した時の比率が得 られ た．
上 記の 式 で計算 し た比 率で比 べ て みて も ， H BsAg
産 生の 高い ク ロ ー ン細胞株， H 3， H 4 およ び H 9 は高値
を示 し た
． 同様に ， 低い 塵生ク ロ ー ン細胞株， Ll，L 2，
L7，L lO は低値 を示 した
． 他 の M 6， M llも かか る比 率
で み ると低産 生 ク ロ ー ン で あ っ た く表 1コ．
4 ． ク ロ ー ン 細胞株の A FP産生能
A F Pの 塵 生 に 関 して は， 3日 後の 培養液中に 商 い
A F P 産生 が み られ た ク ロ ー ン細胞株は， H 3，M 6お よ
び H 9で あ っ た
．
ま た低い ク ロ ー ン細胞株 は， L 2， L7
お よび Ll Oで あ っ た ． さ ら に ， 6 日目で高値を示 した
の は， H 3， H 4， H 5， M6 お よ び H 9 で あ り， 低値 を示
したク ロ ー ン細胞株 は， Ll， L2， L 7， LlO お よび M ll
で あ っ た ． そ こ で や はり， 細胞 数当 りに 算定比較 した．
その 結果， H 3， H4， H 5， M 6 およ び H 9 が高値 を示 し，
Ll， L 2， L7， L 8， LlOお よび M ll が低値に 属 して い た
く表 り ．
5 ． H BsAg と A F P産生 能の 相関
各ク ロ ー ン 細胞株 に お け る H BsAg と A F Pの 産 生
量 は相関が あ るよ う に み えたの で ， 表1 に 示 され て い
る H BsAg と A F Pの そ れ ぞ れ の 比 を プ ロ ッ ト し た
く図21． そ の結果， 一 般 に H BsAg 高産生ク ロ ー ン 細
胞株 は A F P債 も 高い と い う 傾向 を示 し， 未 ク ロ ー ン
化親細胞は， H BsAg お よ び A F P産生 量 と も に ， ほぼ
中間に 位置 した ． 親細胞株 よ り H BsAg お よ び A F P
と も高座生 ク ロ ー ン細胞株 は4個 くH 3， H4， H 5， H 9う，
低い それ は 6個 くLl， L 2， L7， L 8， LlO， M l1 で あ っ
た
．
そ こ で ， 以下 の 実験に は， 高 ク ロ ー ン 細胞株と して
H4 と H 9， 低 い ク ロ ー ン 細胞株 と して Ll と LlO を用
い た
．
工 ． ク ロ ー ン細胞 の 腫 瘍原性
H BsAg お よ び A F Pの 産 生能 と ヌ ー ド マ ウ ス で の
腫 瘍原 性と の 間 に ， 相関性が ある か を次に 検討 した ．
すな わ ち高塵 生 ク ロ ー ン細胞株くB4 およ び H 91 と低
塵生 ク ロ ー ン 細胞 株 くLlお よ び L抽 それ ぞれ 細胞
5 xlO6個 を マ ウス 皮下に 移植 した． 接種後， 3週後半
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Tablel． Cellgr o wth， H BsAgくhepatitis B viru s s urfa c e a ntige nJa nd A F Pくa ．fetopr oteinン
produ ction ofcloned PLCIPR F15c els
clon ed c ultu r e n u mber of
H BsAg A F P
No． days C ellsく1041 RIAa r atiob ngJlml ngl104 cells
L 1 3 12 399
6 四 10 0．79 6．61
L 2 3 12 276
6 137 21 1 ．81 5．80
L 7 3 7 159
6 129 10 0．92 3
．
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L 8 3 6 257
6 田 9 1．00 5．60
L lO 3 口 159
6 131 8 0．72 2．50
M 6 3 23 1216
6 160 29 2．13 17．06
M l1 3 田 328
6 127 14 1．30 5．61
H 3 3 67 1918
6 145 80 6．49 20．19
H 4 3 57 785
6 175 86 5．84 13．33
H 5 3 20 455
6 169 60 4 ．14 14．89
H 9 3 34 1289
6 1 44 59 4．82 19．86
田 863
135 28 2．45 1707 12，68
M ediu m cha nge w a sdon e o nthe third day． H BsAg a nd A F P in the c ultu r e m ediu m w er e
a s sayed o nthe third a nd sixth day afte rthein o culatio n of 5x lO
5
c ellsノbottle．
RI Aa， 125Iくc，p－ m ． XlO
－31こr atiob，te ntative ratio se xpres s ed by afo r m ula こ
ofothe r Clon ed c ellsく6dl
HBsAg of L8
n 坤
n umber of L8く6dJ
よ り 5週 の間に 腫瘍が出現 し始め， 8 〆 － 9 週 まで 経過
を みた．
腫瘍形成 は H BsAg お よ び A F Pの 高い ク ロ ー ン 細
胞株接種 マ ウス で は， 9 匹中 4 匹く44 ．4％1， 低 い 産 生
ク ロ ー ン細胞株接種で 11匹 申 3匹く27．2％1で あ っ た ．
全体 で は 20 匹中7 匹に 腫瘍形成 をみ ， そ の 形成率 は
35．0％で あ っ たく表2I． こ れ よ り， 一 般 に HBsAg 高
産生 ク ロ ー ン 細胞 は低産生 ク ロ ー ン細胞 に 比 べ ， ヌ ー
ド マ ウス で の 腫墳形成率 は若干高い こ と が 示 唆さ れ
た
．
しか し なが ら， 出現 した腫瘍の 大き さに は， 高塵
生ク ロ ー ン細胞株 と低塵生 ク ロ ー ン細胞株 に は差 は認
めら れ ず， 腫 瘍の 大きさ は ， 5週目で平均 3 X 4 m m
で あっ た ．
腫 瘍 を形成 し た マ ウス よ り 血 清 を採取 し， H BsAg
と A F Pの 測定 を行な っ た ． H BsAg の 測定 に は， 少量
の 血清しか 得ら れな か っ た た め に， R P E A法の み しか
行 な え な か っ た ． 測 定 し た マ ウ ス に は H4 およ び Ll
ク ロ ー ン細胞株 を移植 し， 腫 瘍が 出現 した マ ウス 2 匹
ずつ を用 い ， 未接種 マ ウ ス 2 匹 を対照 と し た． その 結
果 は， 表3 に 示 した よう に腫 瘍が 形成され た マ ウ スの
全 て の 血 清中に ， か な り 高い 値の A F P が検出され， 細
胞末接種対照 マ ウ ス 血 清中に は， A F P は検出で き な
か っ た ． H BsAg は， H4 クロ
ー ン 細胞株接種後， 腫瘍
を形成 した 1匹 の マ ウ ス 血 清中の み に 検出で き た．
形成さ れ た腫瘍 を病理学的 に 検索 し た と こ ろ く図
3 a ， b l， 腫瘍細胞は ヒ ト肝細胞癌 に 極め て 類似した
形態 を示 して い た ． ま た B BsAg を有す る肝細胞を濃
い 紫 に 染色す る アル デ ヒ ド ． フ ク シ ン 法で み る と， 細
胞質が 染色さ れ る細胞 が少数認 め られ ， H BsAg の 存
在が 確認さ れ たく図3， Cう．
III． H BsAg お よ び A F P 産 生に 及 ぼ す H S V－2，
H C M V ま たは H V J 重感染の 影 響
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Fig．2． Relatio nship betw e e nH BsAg r atio
＋
a nd
A F Ppr odu ctio n in clo n ed P L Cc ells， No． L l－
M llヰホ．
栴T he s a m e r atio a s sho w nin Table l． ＋ ホClo n ed
C ells， No． Ll．M lla r ethe s a m e clo ned a s sho w n
in Table l．
Table 2． Tu morlge nicity ofclo n ed P L Cc els by a
tr a n spla ntatio n of 5xlO6 c e11sノm o u s e
clo n ed n o． of mic e n o． oftu mo r tu m o r










Table 3． Valu es of H BsAg a nd A F P in n ude
mic e，s s er a withtu m or o c c u rr e n c e at6
W eeks after PL Cc ells tr a n spla ntatio n
n o． of HBsAg A F P










CO ntrOl l 0．5
くn on－tra nSpla ntedJ 2 0 ．4
． 5x lO6 c ellslm o us etr an Spla ntated，
琳
r e versepa ssiv ehe mag glutinatio n．
1 ． H S V－2重感染の 影響
H S V－2 をm － 0 ．iニ 1．0で ，未ク ロ ー ン化頼細胞株 PL C
細胞に 感染させ た
． 感染後 8， 24， 48， 72時間後の培
養上 清中 の H BsAg お よ び A F P の産生量 を測定 し
た． ウイ ル ス 感染に よ る C P E は 8時間後 に 最抑 こ認
め られ ， 48時間後 に は全面 C P Eとな っ た ．
H BsAg お よ び A FP の 培養液中 へ の 産生量は， ほと
ん どの 細胞に C P E の認め ら れ な い 8時間で す で に 未
感染細胞 に 比べ て ， 軽度の低下 を認め た． しか し， C P E
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の著明 に な る感染後 24時間以降 は両者 と も抑制 さ れ
た く図 4う． こ れ は C P Eに よ る細胞崩壊 に よ るも の と
考 えられ た
．
そ こで ， 同様 の実験 を， ク ロ ー ン細胞 楓 H 9 およ び
L lO を用 い て 行な っ た ． す な わ ちH S V－2 をm ． 0 ．iニ 1．0
で 感染さ せ， H BsAg お よ び AF P の産生量 を経時的 に
測定した． 図 4 の実験 で感染後8時間くC P E軽度出筆削
で す で に H BsAg お よ び A F P産生と も に抑制 さ れ て
い たの で， 感染後 8時間ま で を 2時間間隔 で測定 した
．
図5 に 示 す よ う に ， 感染 後 4 句 8時 間か ら軽度 に ，
H BsAg お よ び A F P産生 と も に 抑制 され 始め た． さ ら
に 重感染が進む と 図に は示 して な い が 12へ 24 時 間後
に は両者 とも対照の的場 へ 庖 に 著明 に 低下して い た．
し か も C P E出現前 ま で を み る と， H BsAg お よ び
A F P とも に H 9 クロ ー ン細胞 株 の 方が 抑制傾向が強
く， LlO クロ ー ン細胞株で は軽度で あ っ た ．
2 ． H C M V 量感染の 影響
H C M V重感染 は H 9 クロ ー ン 細胞株 の み を 用 い て
行な っ た
．
H C M Vはin vitYV で は上 皮性細胞 での 増
殖は ない と され て い るが， 当教室の Ta n aka ら2町に よ
り， H C M Vを高 m ． 0．i．で P L C細胞に 感染さ せ DX M
で処理 す る と ， H C M V は確か に 増殖す る こ と が 明ら
か に さ れ てい る． そ こ で H C M Vを m ． 0．i． ニ 10 で感染
させ， 1時間後 に DX M lO－8M 含有培養液 で 処理 し，
感染後12， 24， 48， 72 および 96時間後の培養上清 の
H BsAg お よ び A F P産生量 を測定 した ．
8 24 48 72 抽rI
Cp E ＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋＋
tlm e aft e r tl SV
－ 2 infe e t土o rl
Fig．4． Produ ctio n of H BsAg and A F P in u n clo n ed
P L Cc ells supe r．infe cted with HS V－2 くhe rpes
Sim ple x viru Sty pe 2l．
■
， H BsAg iO ， A FPニ
ーーー ， u ninfe cted celsi － ，
HSV －2 infected c ells．
江
C P E は初期くe a rlylC PE を24時間より 認めた が，
ごく少数 で， 感染後 96時間で も 1 ％以下であ っ た
．
か か る状態 で H BsAg 塵 生 は HC M V末感染 DX M
未処理 の 対照 細胞よ り も， 感染後 48時間頃 よ り 一 般に
その 産生 能 を軽度に 増強 し始 め， 感染後 96時間後で も
その 傾 向が ひ き続 き み られ た 個 6フ． こ れ に 比 べ AF P
産生 は感染後 72時間 ま で 差 は な く， 96時 間 で は



















2 4 6 8 くbrI
tim e a f te r H S V－ 2 infct io n
4 6 8 くhrI
tirne afte r H S V－2 infe ctio n
Fig． 5． Effe ct of super－infe ctio n with H S V－2 in
Clo n ed P L Cc ellsくH 9a nd LlOo nthe produ ction
Of H BsAgくaJ a nd A F Pくbl． 中 一 中 ， u ninfe cted
H 9ニ ー － ．一書 ， u ninfe cted L lO， 0 －0 ， H S V－2 in．
fe cted H 9ニ 0
．－－0 ， H S V－2 infe cted LlO．


























2 4 4 8 7 2 9 6くhrI
tim e afte r H C M Vinfe ctio n
フ4 j8 7 2 9 6 くhり
tim e afte r H 蝕 V infe ction
Fig． 6． Pr odu ctio n of H BsAgくal a nd A F PくbJin
Clon ed P L Cc ellsくH 9Js upe r－infe cted with H C M V
thu m an cyto m egalo vir u sJinthe pr e s enc e of D X M
くde x am etha s o n eI． ． －． ， C O ntr O13 0 －0 ， With
DX Mく廿 6Mh ．－，一中 ， H C M V infe cti。n in the
preS en c eof D X Mく1 0
－ 6MJニ 0－，－0， H C M V in －
fe ctio n．
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り， H C M V感染細胞も同様 であ っ た． D X M処理細胞
と D X M処理 ．HC M V感染細胞は， 前記対照細胞 よ り
明ら か に 高く A F Pを産 生 し続 け てい た く図6ン．
H C M V感染お よ び D X M処理 の 両者， ま た は どち
ら か 一 方の 感 猟 処理 で H BsAg お よ び A F Pの 抑制
は なく む し ろ 一 般 に す べ て増強気味であっ た．
3 ． HVJw 重 感染の 影響
H S V－2 重感染 と同様 に ， ま ず親細胞株 を用 い て，
HVJw を m ．0 ．iニ1．0 で感染させ ， 感染後 4 ， 12， 24お
よ び 48時間後 の 培養上 浦で H BsAg お よ び A FP 量
を測定 した
．
C P E は感染後24時間 に 最初に み られ， 48
時間後 に は， ほぼ細胞全面が C PE と なる細胞溶解性
感染像 を呈 した．
HBsAg の 塵生 は， C P E陰性の24時間まで は， H VJw
感染 の 影響 は ほ と ん ど認 め られ な か っ た ． C P E陽性
48時間後 に は ， 感染細胞に 軽度の H BsAg産生の 抑制
が み ら れ た． A F P も同様に 感染後 24 時間まで は 未感
染対照 と ほぼ 同量の 産生が認め られ たが ， 48時間以後
の 産生 は， 著明 に 抑制され た く図 7I．
次に ， H 9 クロ ー ン 細胞株 と Ll クロ ー ン細胞株 を用
い て 96時間ま で ， H BsAg お よ び A F P塵生 に 及 ぼす ，
H VJw 量感染効果 を測定 した
．
H 9 クロ ー ン 細胞株 で
は H BsAg は C P E陽性の 48時間まで は，．感染細胞 一
未感染細胞 とも ほ ぼ 同量で ある が， C 王，E のさ ら に進ん
だ ，72お よ び 96時間後で は， 感染細胞の 方が む し ろ高
く な っ て い た
．
Ll クロ ー ン細胞株 で は72時間後 ま で
は， H BsAg 産生量 は感染細胞 ．未感染細胞 と も同 じで
あ っ た が， 96時間後で は同量か や や増量し てい た く図
8 al． 一 方， A F P産生 は， H9 クロ ー ン 細胞株で は
4 1 2 24 48 くhrJ
C pE － 十 十十
tim e aft eて 甘VJw 土 nfe ct io n
Fig．7． Pr odu ctio n of H BsAga nd A FP in u n clo n ed
P L Cc ells s uper－infe cted with H VJw くH VJ wild
Str ainン． － ， H BsAg ニー ． － ， A F P三 0， u ninfe cted
P L Cc ellsニ ー ， H VJw in fe cted c ells．
628
C P Eが 全面 に 拡が るの と ほ ぼ 一 致 して ， 48時間以後
急激な抑制が み られ た． L l クロ ー ン細胞株で も 72時
間後よ りや はり産 生抑制が み ら れ た く図 8 bフ．
これ らの 結果 よ り， HVJw 重感染 は H BsAg の 産生
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tim e afte r 打V Jw infe c tio n
C p E －
tユニe afteニ
＋
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Fig．8． Effe ct of H VJw s upe r．infe ctio nin clo n ed
C ellsくH 9a nd Lい o nthe pr odu ctio n of H BsAgくaJ
a nd A F Pくbl． 書 M 書 ， u ninfected H 9ニ 0 － 0 ，
H VJw infected H9ニ ー 一 ． ． 書 ， u ninfe cted L liO．－－ 0 ，
H VJw infe cted Ll．
に ， A F P産生量に 対 して は強 い 抑制効果 が生 じたく図
8 bン．
4 ． H VJts の 持続感染化の 影響
こ の 感染実験 に 用 い た ク ロ ー ン細胞株 は B4， H 9ク
ロ ー ン 細胞株 と L l， LlO クロ ー ン 珊胞株 で あ っ た．
m ． 0 ．iニ0． 1 h l で感 染後2 へ 3 日目よ りC P E が出現
し， 10旬 20 日後 に は CP Eは全体 に 拡が っ た ． 培養液は
週 1 回 交換 し続 ける と ， も はや C P Eの 認め られ な い
増殖細胞が得 られ た． その 後， か く の 如く して 得られ
た H VJts持続感染細胞 は， 5 〆 1 － 6 日 に 1 回 の 割で 継
代 した ．
感染後 ， 10代 く約 90〆 － 100 日後う の細胞 を用 い ， 細
胞増殖， H BsAg お よ び A F P産生を未感染細胞の それ
と比 べ た ． 用い た H VJts感染細胞 は， H A D陽性細胞
80％以 上く図9 al 抗H VJ．I F A で や は り 80％以 上く図
9 bl の 細胞 に H VJts ゲ ノ ム の発現 を確認 して い る．
さ ら に L L C－M K2細胞上 で の プ ラ ッ ク法 に よ り， 培養
液中に 産生さ れ る H VJts の感染価 を測定す る と， 102
旬 103p． f． uJml の感染性 ウイ ル ス が 認め られ ， H VJts
持続感染樹立化 が証明 で き た．
これ ら持続感染細胞と未感染細胞 の 形態学的差 はほ
と ん どみ られ な か っ た ． こ の よう に ， H VJts 持続感染
Fig． 9． He m ads orptio n tH A DJ pat te r n a nd
im m u n ofluo r es c e nt a ntibodyuF Alofclo n ed P L C
c ellsくH 91per site ntlyinfe cted with HVJtstH VJ
te mpe ratu r e－ Se n Sitiv e m uta ntl． aJ H A DくX20l，
bl工F AくX 5001．
ヒ ト肝癌細胞 へ の ウ イ ル ス重複感染
が樹立化さ れ た ク ロ ー ン 細胞 を， ボ ト ル あた り 5 XlO5
個 く10XlO
4
cellslm11 に 植込 み ， その後 1， 3， 5 お
よ び 7 日目 に 細胞数 を数 え， さ ら に 培 養上 清中の
HBsAg お よ び A FP の 産 生量を測定 した．
その結果， H4， Ll 両 ク ロ ー ン細胞株 で ， 細胞増殖は
629
HVJts感 染細胞 と未感染細胞 で は ほ と ん ど 差 は な
か っ た く表 4 a ， bう．
H BsAg産生量 は H 4 クロ ー ン 細胞株 で は， 7 日目
に H VJts 持続感染細胞 で や や低 くな っ たが ， 一 方， Ll
ク ロ ー ン 細胞 株で は逆 に 持続感染細胞 で や や 高 か っ
Table 4． Cellgr o wth， H BsAg a nd A F Pprodu ctio n of u ninfe cted o rH VJts persiste ntlyinfe cted clo n ed
C ells
al H4 clo n e
c ultu re
days
H4 H 4 H VJts
n u mberof H BsAg AF P n u mber of H BsAg A F P
C ellsくXlO4り くRIAI棉 くnglmlJ C ellsくXlO4り くRI AI韓＋ くngノm1
ロ 43 4 ．4 33．9 39 4．9 10．0
3 48 3．4 39．0 53 6．2 94 ．3
5 134 10．0 273．2 124 10．0 432，7
7 235 28．3 1443．3 227 25．5 1198．2
c ultur e
days
Ll L I H VJts
n u mber of H BsAg A F P n u mbe r of HBsAg A F P
C e11sくX lO4り くRI Al咽 くngノmlJ C ellsくX lO4り くRI AJ叫 くngJJmlJ
ロ 44 1．8 155． 46 1．8 ■35．5
3
52
1．4 148．9 48 2．4 153．8
5 116 3．0 485．3 98 3．3 293．6
7 162 12．5 858．0 1 4 1 14 ．6 895．9
ホ Se eded with 5xl O5 c ellslbottle， ＋＋ 1 25Iくc．p． m ． xlO－3I．
1 3 5 7
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Fig． 10． E fe ctof H VJts pe rsistentinfe ctio n o nthe pr odu ctio n of H BsAg a nd A FP in clo n ed H4taJ
a nd LlくbIc ells． H BsAgニ ー－－e ， H VJtsinfe cted c ells三 0 岬 0 ， u ninfe cted c ellsニ A F Pi




A F P産生量 は， H 4， Ll両 ク ロ ー ン細胞株と も 7 日
目 の未感染細胞に比 べ ， H 4 クロ ー ン細胞株で 約20％，
Ll クロ ー ン細 胞株 で約 35％の 産生低下が あ っ た
．
し
か し， H 4 クロ ー ン細胞株 は 5 日目 ま で は未感染細胞
に 比 べ 高値．を示 して い た． L l クロ ー ン細胞株は 3 日目
を除い て全て低値であっ た ． く表 4 a ， い
そ こ で H BsAg お よ び A F Pの 塵生 量 を細胞数 に よ
る差で修正 して み た く図1の． H 4お よ び L l両 ク ロ ー
ン細胞株で は， HBsAg の 草生 は H VJts感染細胞 ， 末
感染細胞と も に ほ ぼ 一 致 した横 ば い を示 した
．
A F P の
産生 は H 4ク ロ ー ン細胞で は 7 日目を 除い て持続感染
細胞が や や高 く， L lク ロ ー ン細 胞株 で は， 有意の 差は
み られ な か っ た
．
さ ら に 一 般 に A F P は 日 が経 つ に連
れ増強す る傾向を示 した．
考 察
現在世界各国で多数知 られ て い る H B V感染無症候
者へ 他の ウイ ル ス が 重感染 した 場合， 持続潜伏感染 し
て い る H B V がい か に 変化 した か を みた例 は ほ と ん ど
知 られ てい な い ． た だ， H A V が急性 に 量感染 し た例で
は， H A V感染症候の急性期 に H BsAg が 血清中で低
下 した とも事 変化はな か っ た と も報告され て い る271 細
一 般 に 生体 レ ベ ル で のか か る 他ウイ ル ス 重感染例の
追求は困難な場合が多い ． そ こ でin vitroで の か か る
重複感染 に よ る変化を み る目的 で ， まず ヒ ト肝癌由来
継代培養細胞 こP LC細胞 の ク ロ ー ニ ン グ を行 な っ た ．
こ の P L C細胞 は個々 の 細胞 に よ り性状 が異 な る こ と
が ， す で に Sa unde rsら2 91に よ り 報 告 さ れ て い る ．
Sa u nde rsら2 91の ク ロ ー ニ ン グ で は 全て の 細胞 ク ロ ー
ン は， H BsAg を産生 して お り， ク ロ ー ン 細胞株間 に著
明 な差は な い と してい る． し か しな が ら， 今 回の ク ロ ー
ン細胞株 の H BsAg塵生 畳 を測定 した結果， W E N1 9や
中込2 01も 報告 し て い る よ う に ， H BsAg は 全 て の ク
ロ ー ン細胞株で産 生さ れ， ク ロ ー ン細胞株 ごと に その
産生能 が異な っ てい た
．
た だ ， 形態学的 に は際立 っ た
差 を何 ら認め なか っ た15榊I． 本実験 に 使用 し た PL C細
胞 D N Aに は， H B Vゲ ノ ム は少 な くと も 6個く完全型
4個， 不完全型 2 胤 は組み込 まれ てい る と され て い
る3 0
－ 3 2I各 ク ロ ー ン 細胞株間 で H BsAg 産 生能 に 差 が
認 め られ た の は， こ の 様 な組 み 込 ま れ た H B V．D N A
の 数が 各ク ロ ー ン 間で 異な る こ と に よ る の か， 或い は
組み込ま れ た H BV．D N A の作動 して い る 数が 異な る
こ と に よ る のか は不明で あ るが ， 両者の 可能性が あ る
で あろう ．
A F P は前述 した よう に ， P L C細胞 で は近年 に な っ
て産生が確認さ れ るよ う に な っ た 川1 8ユ瑚 ． 今 臥 我々 の
江
ク ロ ー ン 細胞 で も， 抗 A F P－IF A法 で確 認し RI Aで も
検出で き た． こ れ ら ク ロ ー ン細胞株に よ り その 塵生量
は明 ら か に 異な っ て い た
．
一 九 ヒ ト肝癌患者の 血清
中の H BsAg 量 と A F P 量 は必 ず しも相関性が な い と
報告 され て い る 細
． そ こ で ， 我々 の ク ロ ー ン化 PL C細
胞各棟で こ の 間題 を追求し てみ た ． その 結果， 細胞増
殖 の よ い ク ロ ー ン 細胞 株 は H BsAg産 生 畳 も 高く，
A F P産生 畳 も それ に つ れ て 高い 傾向が あ り， 逆 もはぼ
成 り立 つ こ と か らみ る と， 細胞増殖 の 良さ 悪 さ と関係
し て い るの で は な い だ ろ う か ． しか も， 細胞増殖能を
加味 した 我々 の 算定比 率で比 較 して も， 両者と も高い
ク ロ ー ン細胞株 と， 両者と も低い ク ロ ー ン細胞株とい
う相関性 をも っ た 2 つ に 分類で き た．
ヒ ト生体 レ ベ ル で の A F Pの 上 昇 は， 肝炎ま た は肝
硬変か ら肝癌， 特 に肝細胞癌 へ 移行 した 時に 著明 に認
め られ る こ と が知 られ て お り， 腫 瘍原性と関係が ある
と さ れ て い る 細 ． そ こ で H BsAg お よ び A F P産生の
高い ク ロ ー ン 細胞株 と低 い ク ロ ー ン細胞株 を ヌ ー ドマ
ウ ス に 移植 し， 腫壕原性 を比 較検討 して み た． 高いク
ロ ー ン細胞株 を移殖 し た マ ウス は 9匹 中4 匹く44．4％コ
に 腰痛が 3 － 5週 で 出現 し， 低 い ク ロ ー ン細胞株は11
匹中 3 匹く26．2％うに 同様 に 出現し た． P LC細胞をヌ ー
ド マ ウ ス に 移植 し た報告は い く つ か あ り， 生者 率が
80へ 90％で あ っ た3 5
－ 叩 と も， 20へ 30％の 生者率で あ っ
た3掴 8Iとも 報告され て い る
．
生 者率が 異な る の は， 継代
数が増 す こと に よ る腫瘍庶性 の低下， 移植 する細胞数
の違い ， ヌ ー ド マ ウ ス の 系に よ るの か ， ま た は使用 ヌ ー
ド マ ウス の 週齢の 違 い な どに よ っ て異な っ てく るもの
と思わ れ る
． 今回 の 移植 で は H BsAg お よ び A FP産
生能の 高い ク ロ ー ン細胞株の 方が 生者率が若干高い よ
う で あ っ たが ， 移植 ヌ ー ド マ ウ ス の 数を さ らに 増して
検討 しな けれ ば な ら ない で あ ろう ．
Ba sse ndia n e3 3I， Sho u v al ら
35Jは ， P LC細胞 の 移植
後， 腰瘍 が 出現 し た ヌ ー ド マ ウ ス の 全 て の 血 清よ り
H BsAg が検出 で き た と報告 して い る． 今 回の 我々 の
場合 は， 腰瘍形成 した 4 匹の 血 清軋 1検体 だ けが陽
性 で あ っ た
． 検 出に は R P HA 法 しか 行 な わ な か っ た
た め， そ の 感度が 鈍い た めの 検 出もれ で あ るか もしれ
ない
．
しか し， A F Pは 4 匹 す べ て か ら検出され ， 対照
の 未接種 マ ウ ス か らは A F Pは検出され な か っ た ． マ
ウ ス A F Pと 市販 さ れ て い る 抗 ヒ ト AF P とで は交叉
す る こ とが ない 叫 の で， ヒ トが 検出で きた こ と占ま， 移植
P L C クロ ー ン 細胞 よ り産 生 さ れ た も の と 言 える であ
ろ う．
一 方， 病理標本 を見る と， 形成腰瘍は典型的なじ 卜
肝癌像 を呈 して い た
．
Ba ss e ndine ら331は腺病と診断で
き る と し て い るが ， 今回 の を見る 限り， 肝細胞癌のよ
ヒ ト肝癌細胞 へ の ウイ ル ス 重 複感染
うで あ っ た ． ア ル デ ヒ ド
． フ ク シ ン 染色で ， 細胞の 一
部に 細胞質が濃紫 に 染色 され る と こ ろが あ り， H BsAg
が確認され た．
P L C細胞 をい ろ い ろ な 薬剤処理 に よ り， H BsAg 産
生量に 変化がある こ とが 多く報告さ れ て い る
． 特に ス
テロ イ ドホ ル モ ン に よ る H BsAg の 産生増加97391は よ
く知 ら れ て お り， ま た， ア デ ニ ン ア ラ ピ ノ シ ド39刷
くade nin e ar abin o side， a r aAl シ ク ロ ヘ キ シ ミド1 51
くcyclohexi midel， イ ン タ ー フ ェ ロ ン 瑚 くinte rfe r o n，
IF Nl 処理 で H BsAg 産生は抑制さ れ て い る ． 我々 は こ
れ ら薬剤処理 の 代わ り に D N A型 ウイ ル ス ， H S Vr2，
H C M V とR NA 型 ウイル ス ， H VJの 量感染 に よ る
H BsAg と A F P産生能へ の 影響をみ た ． 前者で は核 へ
の， 後者 で は細胞質 へ の影 響と して そ こ に 予 想され る
代謝機能の ウイ ル ス 重 感染 に よ る 変化が， H B V ゲノ
ム また は肝癌ゲ ノ ム 発現 ヘ ビう 影響す るか をみ たか っ
たわけで あ る
．
H VJの細胞溶解性感染 で は ， H VJに よ る C P E が拡
が っ ても H BsAg の産生量 は変化 しな い か， また は， や
や増量 してい た． こ れ に 反 し， HS V－2感染は， H S Vに
よる C P E が出現 す る前， す な わ ち細胞の形態変化 の
見られ る前に す で に H BsAg産生が あ る程度抑制 され
てい た． H C M V 量感染に D X Mを併用 したの は ， 前述
した理 由に よ る た め で， H C M V感染お よ び D X M処
理細胞で は未感染細胞 よ りも い ずれ も H BsAg 産生畳
は増量気味 であ っ た
．
H VJ 細胞溶解性感染が H BsAg
の合成系に 影響を与 えずに 細胞死 に 至 り， HS V－2 の場
合は細胞核内の D N A合成 に 依存 し て， H BsAg合成
の阻害 を示 した た めで あ ろう ． araA とス テ ロ イ ド ホ
ル モ ン の 併用 に よ り H BsAg産生3 9Iが 増強さ れ る の は
HC M V と D X M併用 に 似て い る． H C M V は感染に よ
り細胞の D NA 合成 を高め 頼 ， a raA は polym e r a seを
阻害す る 珊 瑚 が H BsAg 産生 に 対し て は 阻害 し な い た
めに ， 両者併用 で は H BsAg 産生 が増強さ れ るの で あ
ろう． H S V－2 と ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 併用 効果は その
点あま り期待 で き な い で あ ろ う． H S V感染 は細胞の
D N A合成 をす べ て抑制す ると され て い る た め4 21H S V
感染と ar aA の 併用 はよ り 抑制的 H BsAg 産生 結果 が
期待で き る かも しれ な い ．
H S V－2 およ び H VJ 細胞溶解性感染で は A F P産生
が抑制さ れ ， HC M V細胞溶解性感染お よ び D X M処
理で はそれ が増強さ れ て い た ．
H C M V感染お よ び D X M処理 に よ る A F P塵 生 増
強お よ び H SV－2感 染 に よ る 産生抑制 も， や は り
H BsAg産生 へ の 影響と 同様の 機能 に よ る と考 えら れ
る
．
H VJ 感染 に よ る A FP産生 抑制は細胞 の C P E出現
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とほ ぼ 一 致 して い る こ とか ら， この 現象は細胞依存性
で あ ろう ． 一 般 に A F P は内胚葉性の癌化用 1引に よ り産
生され るが， 本来 は胎児期の み に 作ら れ る蛋白である．
そ れが 癌化に 伴い 細胞 の D N Aに組 み込まれ て い る ゲ
ノ ム が 胎児化 し， 発現され る と思わ れ る． A F P産生腫
瘍に ， 玩十戒 叩， 玩 1戒ね で抗 A F P抗体を作用さ せ る
と腫瘍発育の抑制があり4 3I 叫， A F P産生と その 抑制は
腰痛細胞増殖 に も依存 して い る と言 えよ う． た だ今 回
の実験 で ， A F P抑制が ク ロ ー ン細胞株に よ り異な っ て
い た の は， H VJ に 対す る各ク ロ ー ン 細胞株の 感受性の
遠い に よ る と考 えら れ る． しか し， 何れ も 多少の差 は
あ れ 一 般 に A F P産生 は抑制 さ れ た の は E VJ に よ る
C P Eと関連深 い と 言え よう ．
H VJ 持続感染成立後の H BsAg お よ び A F P産生
に は あ ま り変化 がな か っ た ． そう で あれ ば， 九H油川 で
の H B V無症候性キ ャ リヤ ー に 他の ウイル ス が 慢性重
感染 し て い て も あま り影響が な い よ う に思わ れ る．
結 論
H B V持続感染 ヒ ト肝癌由来継代培賓細胞 P L Cノ
P R Fノ5細胞 を ク ロ ー ン 化 し， 各ク ロ ー ン細胞 株の 性
状， 腫瘍庶 性， 他 の ウイ ル ス くH S V－2，H C M V お よ び
H VJ量感染お よ び 薬剤 くD X抑 処理 に よ る 影響 を
H BsAg お よ び A F P産生 の面よ り検討 して， 以下の成
績を得た ．
1 ． P L C細胞 の 軟寒天 内コ ロ ニ ー 形成法 に よ る ク
ロ ー ニ ン グ を行な い ， 11 ク ロ ー ン細胞株 を得 た． こ れ
ら ク ロ ー ン細胞株 す べ て は H BsAg お よ び A F P腐生
能 をも っ て い た
． し か し， ク ロ ー ン 細胞株間 には， こ
れ ら の 塵 生能に か な り の差 が認 め ら れ， 一 般 に 高い
H BsAg 産生株 は A F P産生能 も高 い 相関が見出さ れ
た．
2 － ク ロ ー ニ ン グ した細胞株 のう ち H BsAg 高産生
ク ロ ー ン細胞株と 低い ク ロ ー ン 細胞株 を ヌ ー ド マ ウス
に 移植 した
．
H BsAg高産生ク ロ ー ン 細胞株の 方が よ
り高 い腫瘍原性 を示 す傾向が あ っ た ．
3 ■ ク ロ ー ン 細 胞 株 へ の H S V－2 の重 感 染 で は，
C P Eの 出 現 す る 2 へ 3 時 間前 よ り H BsAg お よ び
A F P両者の 産 生抑制 が見ら れ， C P Eが拡が る に 連れ ，
それ らの 産生抑制 はさ ら に 著明と な っ た
．
4 ． 同様 の ク ロ ー ン細胞株 へ の H C M V 重感艶 ま
た は D X M処理 で は， H BsAg 産生能の 軽度の増強を
認め た． 一 方 ， A F P産生も未感染， 未処理対照 に比 し，
有意の 上昇化傾向 を示 した ．
5 ． H VJw の 重 感 染 し た ク ロ ー ン 細胞 株 で は，
H BsAg 産生 は未感染細胞 と ほぼ 等し か っ たが ， A F P
産生は C P Eの 拡が り と共に 抑制さ れ た．
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6 ． ク ロ ー ン 化 PLC 細胞 に H VJts 重 感 染 を 行 な
い
， H VJts 持続感染 P L C細胞 を樹立 した． そ の 細胞の
HBsAg お よ び A F Pの 産生 をみ る と， 両者と も著明 な
変動を認めず， H VJts ゲ ノ ム の 内在化は HBV ゲノ ム
発現に 影響な い も の と判断さ れ た．
以上 よ り H B V保有ク ロ ー ン 化 P L C細胞 は， 重感染
す る D N A塾 又 は R N A 型 ウイ ル ス の 遠 い に よ り，
H BsAg お よ び A F P産 生 能 へ の影響 に も 善が 生ずる
こ とが 明ら か に な っ た
．
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Abstract
In o rde rto a nalyz ev a riou s characteristic s ofH B V infe ctio nstillu nkn o w nin vitr o study， S Om e
e xperim ental tri als w e r em ade u sing hu m a nhepato m acell line ニPL CIP F Rl5pe r site ntlyinfe cted
With H B V． T he cells clon ed byt heir c olo nyfo r ming ability bythe s oft agar m et hod w e r etested
in t heirtu mo rige nicityin n ude mice， B A L BIc， n uln u． T heir activity of H BsAg or A F Ppr odu c－
tionin the c ultu re wa sdete r min ed by radioim m un O aSS ay．
Subs equ ently， the effects of D N Ao rR N Avir u ssupe r－infe ctio nin the clo n e s a nd tr eatm ent
With drugs w e re e xam ined on their H BsAg o rAF Ppr odu ctio n a ctivity． In ele v e n clo n ed c ells
Obtained he r e
I
the clo n e sha ving a highly pr odu cing a ctivity of H BsAg ge n e r allyindic ated a high
a ctivity for AFP production， Sho w l ng a Clos e r elatio n ship betwee n bot ha ctivitie s ofthe clo n e s．
Tra nsplantatio n into n ude mic e with the H BsAg highly produ cing clo n e sho w ed a r elativ ely
highe rtu m origenicitytha nthatofthelo wly pr odu cing clo n e． Cytolytical－S uPe r－infe ctio nfo rthe
highly o rlo wly produ cing clone s with herpe s sim plex vir usty pe 2 ca used a ninhibito ry effe cto n
bot h H BsAg a nd A F Pprodu ctio n s． How e v er， a tr e atm e nt Wit h de x a m ethaso n efollowingthe
SuPerinfe ctio n of t hes e clo n e s with hu m a n cyto m egalo vir us r e v e aled a n e nha n cing effect o n
the m ． Sim 丑ar super－infectio n with H V Jw くhem agglutin ating viru s of Japa n， Wildstr ainlr esulted
in reductio n of A F Pprodu ctio n alone ， but persistent infe ctio n with H V Jysくte mpe r atu r ese n si－
tive m uta ntsJshow ed n osignific a nt effe cts o nthe pr odu ctio n of bot h H BsAg a nd A F P． T he r e－
fo r e
，
the ob tained re s ults sho w t hat the effects of v a rio u sty pe s of in fe ctio nくcytolytic al o r
Pe rSistentls u ch asby D N Aor R N Avir u s o nH BsAg pr odutio nc a n clea rly be distinguished fr o m
e ach otherin an e xpression of H B Vge no m e o rA T Ppr odu ctio n as o n e ofhepatic cellge n o m e s．
